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摘要 : 实 蝇 类 害虫 多 为 国内 外 检疫 对 象 , 其 鉴定 识别 方法 主要 依据 成 虫 的 外 部 形态 特征 , 而 传统 的 形态 学 识别 法 
对 口岸 经 常 截 获 的 幼体 及 残缺 的 虫 体 , 则 无 能 为 力 。 本 研究 以 桔 小 实 蝇 Bactrocera dorsalis 的 幼体 ( 卵 、 幼 虫 、 晴 ) 
以 及 成 虫 残 体 ( 足 、 翅 、 头 部 、 胸 部 、 腹 部 ) 为 对 象 , 利用 DNA 条 形 码 技术 , 构建 实 蝇 类 害虫 快速 鉴定 技术 体系 ， 
并 以 其 他 4 种 常见 实 蝇 (包括 番 石 榴 实 蝇 B. correcta, JI SCR B. cucurbitae, ERKI B. tau, Hri KRKE B. 
minax) 为 对 象 对 该 技术 体系 进行 应 用 验证 。 结 果 显 示 , 桔 小 实 蝇 幼体 以 及 成 虫 残 体 的 碱 基 序 列 与 数据 库 中 靶 标 种 
CO 工 基 因 碱 基 序 列 的 一 致 性 为 99.51%~ 99.8496 , 其 他 4 种 实 蝇 相应 序列 与 数据 库 中 靶 标 种 CO I 基因 序列 的 一 
致 性 分 别 为 100% , 100% , 99.81%~99.83% 和 10096 ; 以 邻接 法 (NJ 法 ) 构 建 系 统 发 育 树 ， 靶 标 种 实 蝇 均 与 数据 
库 中 对 应 种 实 晶 聚 为 一 支 , 且 置信 和 度 均 为 100% 。 以 K2-P 模型 计算 种 内 及 种 间 遗 传 距离 得 出 , 5 种 实 蝇 的 种 间 遗 
传 距离 为 0.0597 ~0.2363, 平均 为 0.1693; 种 内 遗传 距离 为 0.0000 ~ 0. 0041, 平均 为 0.0019。 这 些 结果 表明 , 基 
T DNA 条 形 码 的 物种 识别 技术 完全 可 用 于 口岸 截获 的 实 晶 类 害虫 幼体 及 残 体 的 准确 鉴定 。 
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Establishment and application of DNA barcoding technology for 
identification of the immatures and adult debris of Bactrocera dorsalis 


( Hendel) (Diptera: Tephritidae) 
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Abstract: Many species in the family Tephritidae are quarantine pests worldwide. Usually, identification 
of the tephritid fruit flies is mainly based on external morphological characteristics of adults. In this 
research, the immatures ( including egg, larva and pupa) and adult debris ( including leg, wing, head, 
thorax and abdomen) of Bactrocera dorsalis ( Hendel) were used to develop a rapid identification 
technique for tephritid fruit flies based on DNA barcoding technology. The other four tephritid fruit. fly 
species, i. e., B. correcta, B. cucurbitae, B. tau and B. minax, were used to verify the feasibility of the 
fruit fly identification technique developed. The results showed that the nucleotide sequence identity of 
the partial CO | gene between the immatures or adult debris of B. dorsalis and the target gene from 
GenBank database is 99. 51% — 99. 8496 , while between other four tephritd fruit fly species and the 
target gene from GenBank database it is 10096 , 10096 , 99. 81% — 99. 83% and 100% , respectively. 
Neighbor-joining tree was established based on the analysis of CO | gene sequences. The target species 


and the corresponding species in the database cluster in the same branches. All bootstrap values of the 
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original divergence within one species are 100%. The intra- and inter-species genetic distances were 


calculated with MEGA version 5. 0 software using the Kimera 2-Parameter model. The intra-species 


genetic distances are 0. 0000 - 0. 0041, with an average of 0. 0019. The interspecies genetic distances 


are 0.0597 —0.2363, with an average of 0. 1693. There is no overlap between intra- and inter-species 


genetic distances. The results indicated that the developed DNA barcoding identification techniques based 


on the partial CO | gene can provide a rapid and accurate method for identification of immatures or adult 


debris of tephritid fruit fly species. 
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^E hp ( fruit flies) 2S Ed E Je 008 H ( Diptera) , 3E 
hapt Tephritidae), Wi fp EER K 3i E I 
温 市 地 区 , 种 类 多 , 寄主 范围 广 , 危害 严重 (Hardy， 
1969; Norrbom et al., 1999) 。 实 蝇 类 昆虫 的 多 数 种 
产 卵 于 寄主 植物 果皮 下 , 幼虫 在 果实 内 取 食 为 害 ， 
致使 被 害 果 实 腐烂 、 脱 落 ( 汪 兴 鉴 ，1995 ) 。 近 年 
来 , 随 着 国际 贸易 活动 的 日 趋 频繁 及 其 复杂 化 , 实 
蝇 类 害虫 传播 扩散 的 机 率 越 来 越 大 , 直接 威胁 着 果 
踊 种 植 业 和 农业 生产 安全 , RAKHE KR, K 
果 、 蔬 菜 、 花 开 等 进出 口 贸易 中 重要 的 检疫 问题 ， 
此 , 实 蝇 的 准确 识别 与 快速 鉴定 受到 世界 各 国 的 
高 度 重 视 。 

长 期 以 来 , 实 蝇 类 害虫 的 口 涯 检疫 鉴定 工作 主 
要 以 完整 的 成 虫 的 外 部 形态 特征 为 依据 ( 深 广 勤 
等 , 2008), 幼体 (包括 卵 、 幼虫 、 肾 ) 由 于 形态 不 稳 
定 或 特征 不 明显 不 能 用 于 种 类 鉴定 ,而 残 体 更 是 无 
法 用 于 种 类 识别 。 如 桔 小 实 电 Bactrocera dorsalis 的 
口 尾 检 疫 鉴 定 ， 主要 依赖 其 成 虫 头 部 颜面 的 斑纹 、 
胸部 背 板 的 聂 序 、 前 翅 的 带 纹 、 中 足 肥 节 以 及 外 生 
殖 紫 等 的 外 部 形态 特征 ( 梁 广 勤 , 1985 ) , mH RR 
获 的 往往 是 幼虫 、 卵 或 晴 ， 亦 或 有 头 、 胸 、 足 、 直 等 
残 体 的 发 现 ; 对 于 幼体 一 般 是 将 其 进行 室内 饲养 ， 
竺 成虫 羽化 后 再 行 鉴定 ( 崔 俊 和 震 等 , 2006 ) ; 而 对 于 
残 体 则 无 法 进行 准确 识别 。 同 时 , 传统 形态 学 鉴定 
方法 耗 时 长 , 并且 需 要 由 专门 从 事实 蝇 分 类 的 人 员 
完成 , 在 口岸 检疫 时 受到 限制 。 因 此 , 研究 快速 鉴 
定 新 方法 , 特别 是 实 蝇 卵 、 幼 虫 、 晴 等 幼体 以 及 成 
虫 残 体 的 快速 鉴定 方法 , 是 防止 实 蝇 类 害虫 人 侵 我 
国 的 首要 条 件 。 目 前 ,分 子 标记 技术 发 展 迅速 ， 如 
打 增 乒 段 长 度 多 态 性 技术 (amplified fragment length 
polymorphism，AFLP)、 限 制 性 户 段 长 度 多 仿 性 技术 
(restriction fragment length polymorphism, RFLP )、 
随机 扩 增 多 态 性 DNA 技术 (random amplified 
polymorphic DNA, RAPD), SCR 2e 26G5E Æ PCR dx 


术 、 忌 片 技 术 、 核 酸 测序 技术 等 。 分 子 诊 断 技 术 因 
其 不 受 虫 态 或 龄 期 限制 、 且 对 于 残缺 的 标本 也 可 进 
行 快速 准确 鉴定 , 正 逐 步 应 用 到 实 蝇 的 检测 鉴定 
中 , 并 取得 一 定 成 效 。 如 Kakouli-Duarte 等 (2001 ) 
采用 AFLP 技术 对 地 中 海 实 量 Ceratitis capitata 
(Wiedemann ) 和 纳 塔 尔 小 条 实 晶 C. rosa (Walker) 
进行 了 准确 区 分 ; Yu 等 (2005 ) 以 SYBR Green 实时 
荧光 定量 PCR 技术 对 菲律宾 实 蝇 B. philippinensis 
Drew & Hancock 和 芒果 实 刚 B. occipitalis (Bezzi) 进 
行 了 快速 鉴定 ; 张 之 和 张 智 瑞 (2007 ) 通 过 RAPD dx 
NHE T ERKA B. tau (Walker), RRK ia 
B. scutellaris ( Bezzi), H.4& SX Ws B. 
( Hendel), JR 3c B. cucurbitae ( Coquillett) 、 桔 小 
sia B. dorsalis ( Hendel) 4H3$75 18138 B. correcta 
( Bezzi) 5 6 种 实 蝇 的 指纹 图 谱 ; AEOCAR (2008) 
应 用 生物 必 搬 检测 法 对 地 中 海 实 蝇 、 非 洲 基 果实 蝇 
C. cosyra ( Walker) 和 纳 塔 尔 小 条 实 蝇 等 进行 了 准 
确 识别 。 然 而 ， 上 述 鉴 定 技术 多 以 成 虫 为 检测 对 象 
且 各 具 优 缺点 ， 尚 无 法 全 面 满足 快速 、 准 确 、 高 通 
量 、 低 成 本 检验 检疫 进 境 危 害 性 有 害 生 物 的 需求 。 
如 RFLP 技术 和 RAPD 技术 具有 DNA 需求 量 少 、 多 
态 性 丰富 、 对 基因 组 的 覆盖 范围 比较 广 等 优点 ; 但 
是 , RFLP 技术 操作 繁琐 、 多 态 性 检 出 率 低 ， 而 
RAPD 技术 的 稳定 性 较 差 、 对 试验 条 件 敏感 、 可 信 
度 不 高 等 , 因此 限制 了 其 广泛 应 用 。 尽 管 AFLP dx 
术 很 好 地 弥补 了 上 述 两 种 方法 的 不 足 , 但 对 样本 
DNA 的 质量 要 求 较 高 ， 且 所 需 设 备 的 费用 较为 昂 
贵 。 而 基因 芯片 技术 虽然 可 以 满足 高 通 量 的 需求 ， 
但 也 存在 技术 成 本 较 高 、 操 作 过 程 较 为 复杂 等 问 
题 。 上 述 分 子 标记 技术 虽 能 有 效 地 鉴定 幼体 和 残 
体 , 但 有 关 其 实际 应 用 的 研究 很 少 , 且 主 要 集中 于 
X] 2 Js B3 38 9| ERE S, 2006; Buahom 等 ， 
2011), 而 有 关 对 口 尾 经 常 截获 的 成 虫 残 体 的 研究 
鲜 见 报道 。 

DNA 条 形 码 ( DNA. barcoding) 技术 由 加 拿 大 动 


scutellata 
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物 学 家 Hebert 等 (2003 ) 提出 ,是 通过 对 线粒体 
DNA 细胞 色素 C 氧化 酶 亚 基 工 基因 (mtDNA CO T ) 
5 只 一 段 长 度 约 为 650 bp 的 标准 基因 搬 段 进行 测 
序 和 序列 分 析 , 进而 在 DNA 水 平 上 成 功 地 区 分 物 
Th, 目前 已 成 为 生物 分 类 学 人 研究 的 新 方向 ( Hebert et 
al., 2003; Hajibabaei et al., 2006; Floyd et al., 
2010) , mtDNA 一 般 为 母系 遗传 、 相 对 保守 、 无 内 
含 子 、 不 包含 重复 序列 、 进 化 速率 比较 快 (是 核 基 
因 进 化 速率 的 2 -9 倍 )、 较 少 发 生 插 入 和 缺失 现象 
( Lin and Danforth, 2004) ; m H.H F mtDNA HZ 
N, 具有 很 高 的 灵敏 度 , 对 于 DNA 降解 不 敏感 ， 
此 更 有 利于 种 类 鉴定 , 目前 mtDNA CO I 基因 已 成 
为 生物 分 类 学 研究 中 应 用 最 多 的 分 子 标 记 之 一 , 在 
很 大 程度 上 促进 了 生物 分 类 学 人 研究 的 发 展 , 并 已 广 
泛 应 用 于 昆虫 的 种 类 鉴定 以 及 发 现 隐 存 种 。 如 埃 塞 
俄 比 亚 学 者 利用 CO 工分 子 标记 技术 对 发 生 在 上 甘 嫩 
上 的 夜 娥 属 幼虫 进行 了 鉴定 (Assefa et al., 2007) ; 
Hebert 等 (2004 ) 通过 该 技术 证 明 哥 斯 达 黎 加 的 弄 
WE Astraptes fulgerator 包含 至 少 10 隐 存 种 。 此 外 ， 
Shufran 等 (2011 ) 的 研究 表明 ，DNA 条 形 码 技术 可 
以 准确 鉴定 不 同 发 育 阶 段 以 及 不 同形 态 的 麦 蚜 
( cereal aphids) ,而 该 技术 对 卵 的 准确 识别 完全 可 以 


蔡 代 传统 的 形态 学 鉴定 法 。 

本 研究 围绕 实 蝇 类 害虫 的 卵 、 幼 虫 、 晴 等 极 易 
随 果品 及 蔬 葬 花 开 贸易 传播 ,成虫 残 体 时 党 被 截 
4k. TRE KREET EXER], DITS RLSCHRAS SE 
忠 的 幼体 ( 卵 、 R, H8) ARRERA, H 
Wb. up. AE. XH) USUS, 采用 DNA 条 形 码 技术 ， 
从 口岸 快速 检疫 检验 和 准确 识别 的 角度 , 研究 实 晶 
类 害虫 幼体 及 成 虫 残 体 的 快速 分 子 检测 鉴定 技术 。 
旨 在 为 有 效 阻 止 实 蝇 类 害虫 侵入 ,以 及 局 部 发 生物 
种 的 进一步 传播 扩散 , 维护 国际 贸易 信誉 提供 技术 
XE 


1 材料 和 方法 


1.1 gti scm 

研究 中 所 使 用 的 5 REIR SC HRUES SEE HR [f SC 
dà. d cR. JME BE MV IR C HRUMUIH T C3 
BÉ B. minax (Enderlein) | fzi E "iie 1 所 示 , 标本 放 
入 含有 99% 酒精 的 离心 管 中 , 4 保存 备用 。 以 地 
中 海 实 晶 和 非洲 芒果 实 晶 作 为 外 群 ,并 同时 从 
GenBank 中 调用 上 述 7 种 实 蝇 的 CO 工 基因 片段 ( 表 
2) 进 行 比 对 分 析 。 


表 1 供 试 实 蝇 标 本 信息 
Table 1 Fruit fly species used in the present study 


采集 日 期 (年 /月 ) 


种 类 来 源 虫 态 /成 虫 残 体 ABE Hl S 采集 者 
Collecting date 
Species Origin Development stage/adult debris Locality Collector 
( year/month ) 
Bp. 幼虫 (3 龄 )、 师 / 头 、 胸 、 腹 、 足 、 XH 
桔 小 实 蝇 人 工人 饲养 北京 海 演 武 强 
n Egg, larva (3rd instar) , pupa/head, 2010/10 
Bactrocera dorsalis Artificial rearing Haidian, Beijing WU Qiang 
thorax, abdomen, leg, wing 
EAk Vi 幼虫 (3 龄 )/ 头 部 云南 建 水 2007/01 Hd 
B. correcta Trapping Larva (3rd instar)/ head Jianshui, Yunnan XIAO Chun 
瓜 实 蝇 Ent 卵 /胸部 、 足 广东 广州 2008/11 RIEK 
B. cucurbitae Psidium guajava Egg/ thorax, leg Guangzhou, Guangdong WU Jia-Jiao 
Pi MV AR SEHR 番茄 师 / 腹 部 广东 广州 2008/11 REH 
B. tau Solanum lycopersicum Pupa/abdomen Guangzhou, Guangdong WU Jia-Jiao 
柑 桔 大 实 蝇 柑 桂 幼虫 (3 i) 5H 重庆 北碚 2008/07 XI| P 
B. minax Citrus reticulata Larva (3rd instar)/wing Beibei, Chongqing LIU Huai 


1.2 DNA 提取 
EAKA DNA 提取 参照 罗 展 等 (2002) DNA 

提取 方法 , 并 稍 加 改进 。 取 实 蝇 类 害虫 的 单 头 3 龄 

幼虫 (中 部 ,1Z10 体 长 )、 晴 (1710 体 长 )、 单 粒 卵 ， 


以 及 成 虫 的 头 部 (173 涉 长 )、 胸 部 (1710 胸 长 )、 腹 
部 (中 部 , 1/10 腹 长 )、 足 、 地 等 组 织 置 于 滴 有 20 
uL 2X fi 2€ nh il (50 mmol/L Tris-HCL，1 mmol/L 
EDTA, 1% SDS, 20 mmol/L NaCl, pH 8.0) 的 


3 期 刘 慎 思 等 : 桔 小 实 蝇 幼 体 及 成 虫 残 体 DNA 条 形 码 识别 技术 的 建立 与 应 用 339 


表 2 调用 的 GenBank 数据 库 中 7 fhscsg 
CO I 基因 片段 相关 信息 
Table2 The CO I gene information of seven species of 


Bactrocera from GenBank database 


物种 GenBank 登录 号 

Species GenBank accession no. 
村 小 实 晶 Bactrocera dorsalis DQ116269 
FAH B. correcta DQ116264 
JH B. cucurbitae DQ154102 
ERK B. tau GQ154160 
WEKKA B. minax HM776033 
jit FKA Ceratitis capitata DQ116368 
JETER C. cosyra AY788421 





parafilm IR E, LJ PCR EJEREN EIR AIT EIT 
研磨 , 匀 浆 液 移 人 1.5 mL 离心 管 ; 然后 以 200 pL 
缓冲 液 分 4 次 冲洗 匀 浆 副 、 合并 混 匀 ; 加 入 6 pL 重 
HAS K(20 mg/mL), 充分 混 匀 后 于 65 人 CC 水浴 1h 
(中 途 混 匀 3 次 ); 加 入 220 pL ADFER (v: v = 
24:1) ,轻柔 混 匀 后 , 冰 浴 30 min; 然后 4%C 12 000 
r/min 离心 20 min, 吸取 上 清 液 , 加 入 440 pL 预 冷 
无 水 乙醇 ,轻柔 混 义 后 于 - 40 放置 30 min; 4C 
12 000 r/min 离心 1$ min， 小 心 弃 去 上 清 液 。 加 入 
440 uL 预 冷 75% 乙醇 洗涤 ,4% 12 000 r/min 离心 
15 min, CFE ERRA; 然后 将 离心 管 倒 扣 于 洁 
PIERE, 上 自然 干燥 。 每 管 加 入 30 pL 超 纯 水 , 充 
分 溶解 后 于 -40 保存 备用 。 每 种 忠 态 及 成 虫 残 体 
分 别 取 3 头 进行 DNA 提取 。 
1.3 PCR 扩 增 及 电泳 检测 

Vis] SC Me HS ELSE 3 龄 幼虫 (中 部 ，1ZI10 fi 
TO. 88C1/10 体 长 )、 单 粒 卵 , 以 及 成 虫 的 头 部 (1/ 
3 头 长 )、 胸 部 (1Z10 胸 长 )、 腹 部 ( 中部, 1/10 腹 
K), Æ WK DNA 为 模板 , 以 DNA 条 形 码 通 用 型 
引物 LCO1490/ HCO2198 (上游 引 物 LCO1490 碱 基 
序列 为 5'-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3', 
下 游 引 物 HCO2198 碱 基 序列 为 5'-TAAACTTCAGG 
GTGACCAAAAAATCA-3') (Folmer et al., 1994)( 上 上 
海 生 工 生物 工程 技术 服务 有 限 公 司 协助 合成 ) 进行 
PCR 扩 增 。 反 应 体系 为 25 uL, 其 中 超 纯 水 9. 5 
uL, 2 x EasyTaq PCR SuperMix 12. 5 uL, 10 mol/L 
上 游 引物 和 下 游 引物 各 0.5 pL, DNA 模板 2 uL. 
扩 增 程序 为 : 94% 预 变 性 3 min; 94% 45 s，48%C 
45 s, 72C 45 s, 35 个 循环 ; 最 后 72% 延伸 10 
min, PCR 扩 增 反应 在 ABI-9700 基因 扩 增 仪 上 进 


ÍT, 取 4 uL PCR 扩 增 产物 在 1.5% 琼脂 糖 凝 胶 上 以 
80 V 电 沪 分离 45 min, 然后 以 Gel-Doc Universal 
Hood II ZEE Ze ( Bio-Rad Laboratories) 分 析 
电泳 结果 。 每 种 虫 态 及 成 虫 残 体 分 别 测定 3 k; 即 
不 同 虫 态 测 定 K, 不 同 残 体 测定 IS 头 , 共计 检测 
24 头 。 同 时 , 以 其 他 常见 4 种 实 蝇 的 幼体 及 成 虫 残 
体 (包括 番 石 榴 实 蝇 3 龄 幼虫 和 成 虫 头 部 ， 瓜 实 晶 
卵 及 成 虫 胸部 和 足 , 南亚 果实 晶 肾 和 成 虫 腹部 ， 以 
及 柑 桔 大 实 蝇 3 龄 幼虫 和 成 虫 翅 ) 的 DNA. 为 模板 ， 
进行 PCR 扩 增 及 电泳 检测 ; 单 头 / 单 粒 测定 ,每 种 
虫 态 或 成 虫 残 体 分 别 检 测 3 3k; 即 不 同 虫 态 测定 12 
k, 不 同 残 体 测定 15 头 , 共计 检测 27 头 。 
1.4 PCR 产物 纯化 、 测 序 及 序列 比 对 和 分 析 
随机 取 1 头 经 电泳 检测 的 桔 小 实 蝇 幼 体 和 成 虫 
残 体 (共计 8 A) DNA 以 及 其 他 常见 4 种 实 蝇 幼 体 
和 成 虫 残 体 (共计 9 k, BU, S6 d CHR 头 、 瓜 实 
883 3L. BR MEIR SC N8 2 3k. HHR HR 2 头 )DNA 
的 PCR 扩 增 产物 进行 纯化 和 测序 (由 北京 三 博 远志 
生物 技术 有 限 责 任 公 司 协助 完成 ) ， 获 得 的 序列 以 
序列 阅读 软件 Chromas 1.0 读 序 并 进行 人 工 校 阅 ， 
以 确保 序列 的 高 质量 。 然 后 , 用 Bioedit 7. 0 对 序列 
进行 整合 处 理 , 以 ClustalW Multiple Alignment 进行 
对 齐 处 理 ; 并 利用 NCBI, BOLD 等 公认 数据 库 ， 对 
所 获得 的 高 质量 CO 工序 列 与 已 登录 的 桔 小 实 蝇 碱 
基 序 列 进 行 同 源 性 比 对 , 用 MEGA 5. 0 软件 以 
Kimura 双人 参数 模型 计算 (Kimura, 1980; Tamura et 
al., 2011) 种 内 及 种 间 遗 传 距 离 。 然 后 ， 利 用 
MEGA 5.0 软件 中 的 邻接 法 (neighbor-joining，NJ) 
与 数据 库 中 现 有 的 靶 标 实 蝇 种 类 的 CO 工序 列 一 同 
构建 系统 进化 树 , 并 以 地 中 海 实 蝇 和 非洲 芒果 实 蝇 
( 表 2) 为 外 围 种 群 , 对 各 分 文 置信 和 度 ( bootstrap ) 进 
行 1 000 次 以 上 的 重复 检验 。 最 后 , 根据 同 源 性 分 
析 数 据 和 所 构建 的 系统 进化 树 , 确定 鉴定 结 


2 fA 


2.1 实 蝎 类 幼体 及 成 虫 残 体 DNA PCR 扩 增 结果 

以 桔 小 实 蝇 不 同 幼 体 以 及 成 虫 残 体 DNA 为 模 
板 , 以 DNA 条 形 码 通用 型 引物 LCO1490/HCO2198 
进行 PCR 扩 增 , 电泳 检测 结果 显示 , 无 论 是 单 头 
肾 、 幼 虫 还 是 单 粒 卵 以 及 成 虫 的 头 部 、 胸 部 、 腹 部 ， 
还 是 成 虫 的 足 和 膜 质 的 翅 , 均 能 扩 增 出 清晰 的 靶 标 
条 种 (图 1). 
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图 1 DNA 条 形 码 通用 型 引物 LCO1490AHCO2198 对 桔 小 实 
蝇 不 同 虫 态 以 及 成 虫 残 体 CO 工 基因 扩 增 结果 电泳 检测 图 
Fig. 1 
development stages and adult debris of Bactrocera dorsalis 

using the universal DNA barcoding primers LCO1490/HCO2198 
M: DNA 分 子 量 标准 DNA marker; 1; 头 部 Head; 2: 胸部 Thorax; 3: 
腹部 Abdomen; 4: JÉ Leg; 5: 38] Wing; 6: Bl Egg; 7: 幼虫 Larva; 8: 
肾 Pupa; 9: 阴性 对 照 (模板 为 水 ) Negative control (ultra pure water as 
the template) . 


Amplification pattern of the CO [ gene in different 


HPR WS B oft, 4 种 实 晶 的 幼体 ( 卵 、 幼 虫 、 
W) 以 及 成 虫 残 体 ( 头 部 、 胸 部 、 腹 部 、 足 、 翅 )DNA 
为 模板 ， 以 DNA 条 形 码 通用 型 引物 LCO1490/ 
HCO2198 进行 PCR 扩 增 时 , 每 一 种 类 的 幼体 及 成 
忠 残 体 亦 可 扩 增 出 清晰 的 靶 标 片 段 ( 图 2), 为 基于 
DNA 条 形 码 的 实 蝇 类 害虫 鉴定 技术 研究 提供 了 物 


5 


= -一 100 bp 





图 2 DNA 条 形 码 通用 型 引物 LCO1490/HCO2198 对 其 他 
4 种 实 昌 幼体 以 及 成 虫 残 体 CO I 基因 扩 增 结果 电泳 检测 图 
Fig. 2 Amplification pattern of the CO Į gene in immatures 
and adult debris of the other four Bactrocera species 
M: DNA 分 子 量 标准 DNA marker; 1 -2: WANK 38 47] EARE A 
部 Larval and adult head of B. correcta; 3 —5; JRSK tE BHAN HK E MER vc 
{Æ Egg and adult thorax and leg of B. cucurbitae; 6 -7: Ba MV. AR Sce dg 
和 成 虫 腹部 Pupal and adult abdomen of B. tau; 8 -9: fT X 3E] 
虫 和 成 虫 前 翅 Larval and adult wing of B. minax; 10; 阴性 对 照 ( 模 板 
为 水 ) Negative control ( ultra pure water as the template) ; 11: 阳性 对 

照 ( 桔 小 实 蝇 幼虫 ) Positive control (B. dorsalis larva). 


2.2 序列 测定 、 同 源 性 分 析 及 系统 进化 树 构 建 

随机 取 3 头 中 工头 经 电泳 检测 的 桔 小 实 晶 幼 体 
和 成 虫 残 体 (共计 8 头 ) ， 以 及 其 他 第 见 4 种 实 蝇 幼 
体 和 成 虫 残 体 (共计 9 头 , 其 中 , 番 石 榴 实 蝇 2 头 、 
瓜 实 蝇 3 头 、 南 亚 果 实 蝇 2 头 、 柑 村 大 实 蝇 2 头 ) 
PCR 扩 增 产物 进行 测序 , 然后 以 Bioedit 7. 0 进行 序 
列 整合 处 理 , 以 ClustalW Multiple Alignment 进行 对 
齐 处 理 , 结果 显示 ,处理 后 的 靶 标 片段 大 小 为 648 
bp。 之 后 ,与 NCBI ( http://www. ncbi. nlm. nih. 
eov) 和 BOLD ( http://www. barcodinglife. com ) 生命 
条 形 码 数 据 库 中 已 知 的 村 小 实 蝇 CO 工序 列 进行 比 
对 分 析 , 结果 表明 ,本 人 研究 中 村 小 实 蝇 卵 、 幼 忠 、 
晴 以 及 成 虫 头 部 、 胸 部 、 腹 部 、 足 和 翅 的 CO 工序 列 
与 数据 库 中 已 知 靶 标 种 的 基因 序列 的 同 源 性 为 
99. 5196 ~99. 84% ; 调用 数据 库 中 现 有 的 桔 小 实 蝇 
靶 标 基因 片段 碱 基 序 列 ( 表 2), 与 本 研究 中 所 得 到 
的 8 条 COT 基因 序列 以 邻接 法 (NJ 法) 构建 系统 发 
育 树 , 结果 显示 , 均 与 桔 小 实 蝇 聚 为 一 文 , 且 置 信 
度 为 100% , 完全 可 用 于 桔 小 实 蝇 幼 体 和 成 虫 残 体 
的 识别 鉴定 (图 3)。 番 石榴 实 蝇 、 瓜 实 蝇 、 南 亚 果 
实 蝇 、 柑 村 大 实 蝇 等 幼体 及 成 虫 残 体 的 COT 基因 
序列 与 NCBI 和 BOLD 生命 条 形 码 数 据 库 中 已 知 的 
4 种 实 蝇 的 CO I 序列 的 一 致 性 分 别 为 100% ， 
100% , 99. 8196 ~ 99. 8396 和 100% ; 调用 数据 库 中 
4 种 实 蝇 的 诅 标 基因 片段 的 碱 基 序 列 ( 表 2), 采用 
NM 法 构建 系统 发 育 树 ， 并 对 各 分 文 置信 度 
( bootstrap) 进行 1 000 次 以 上 的 重复 检验 。 显 示 ， 
分 别 与 靶 标 种 聚 为 一 文 ， 且 置信 和 度 均 为 100% (图 
3), 可 以 对 实 蝇 类 害虫 的 幼体 和 成 虫 残 体 进 行 准确 
识别 。 
2.3 种 内 与 种 问 遗 传 距离 

以 Kimura 2-parameter ( K2-P) 为 系统 进化 树 模 
型 计算 S 种 实 蝇 的 种 内 和 种 间 遗 传 距 离 ,结果 显 
Zh, 5 种 实 蝇 的 种 间 遗 传 距离 为 0.0597 ~ 0. 2363, 
平均 为 0.1693; 其 中 , 瓜 实 蝇 与 南亚 果实 蝇 的 亲缘 
关系 最 近 , 种 间 遗 传 距 离 为 0.0597; 而 桔 小 实 蝇 与 
柑 桔 大 实 蝇 的 亲缘 关系 最 远 ， 种 间 遗 传 距 离 为 
0.2363, 5 种 实 蝇 的 种 内 遗传 距离 为 0. 0000 ~ 
0.0041, 平均 为 0.0019; 其 中 桔 小 实 蝇 的 种 内 遗传 
距离 最 大 , 为 0.0041( 表 3)。 


3 结论 与 讨论 


本 研究 以 桔 小 实 蝇 的 卵 、 幼 虫 、 晴 以 及 成 虫 的 
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RI 5 种 实 蝇 种 内 与 种 间 遗 传 距离 


Table 3 Intra- and inter-species genetic distances of the five fruit fly species 


物种 桔 小 实 蝇 EAk Jc 南亚 果实 蝇 TUR SC HR 种 内 遗传 距离 
Species B. dorsalis B. correcta B. cucurbitae B. tau B. minax Inter-species genetic distance 
T^ SR 一 0. 0041 
Bactrocera dorsalis 
Fn Ki 0.0919 一 0.0017 
B. correcta 
RH 0.1725 0.1834 一 0.0011 
B. cucurbitae 
PUPA 0. 1660 0.1791 0.0597 一 0. 0033 
. tau 
MRR 0. 2363 0.2070 0. 2006 0.1962 一 0. 0000 
NN 99. 5195 - 10096 ; 5 种 实 蝇 的 种 间 遗 传 为 0.0597 ~ 
Abdomen 0.2363 , 平均 为 0.1693; 种 内 遗传 距离 为 0.0000 ~ 
100| Larva Y— v ` 
6] Leg Bactrocera dorsalis 0. 0041 , 平均 为 0. 0019( dé 2) , 种 加 遗传 距离 为 种 
Pupa 、 D 
100 81 DQ116269 内 遗传 距离 的 89.1 倍 。 表 明基 于 DNA 条 形 码 的 物 
Tal rend 种 识别 技术 不 仅 可 以 准确 识别 实 蝇 类 害虫 的 幼体 ， 
| Hed | correcta 而 且 对 成 虫 残 体 包 括 膜 质 的 翅 以 及 骨 化 程度 较 高 的 
7s. DQI 16264 足 亦 能 准确 鉴定 , 完全 可 用 于 实 蝇 类 害虫 的 口岸 检 
sif ois [sin 验 检疫 工作 。 此 外 , 我 们 在 上 述 5 PRA DNA d 
100 
72, Thorax 取 过 程 中 发 现 , 幼虫 、 晴 以 及 成 虫 的 头 部 、 胸 部 、 
Leg , 、 
3 EE MM | cucurbitae 腹部 等 组 织 ，DNA 的 提取 较为 容易 , H CO I 基因 
| Wing s | 的 扩 增 成 功率 高 ; MWIKA mm), WARE, 由 
HM77 . minax 、 、 Y 
M Thorax _ F DNA 含量 相对 较 少 , 提取 时 必须 充分 研磨 , 以 确 
z AY788421C cara | Outgroup 保 获取 高 质量 的 DNA 以 及 较 高 的 DNA 得 率 。 尽 
- 管 , 本 研究 中 在 以 NJ 法 构建 系统 发 育 树 时 ,每 种 


图 3 邻接 法 构建 的 5 种 实 蝇 不 同 虫 态 以 及 
不 同 组 织 的 系统 发 育 树 
Fig. 3 Neighbor-joining tree based on the analysis of 
CO [ gene sequences from different development stages 
and adult debris of five fruit fly species 
图 中 分 文 上 数值 为 1 000 次 自 展 检验 置信 度 ; 标尺 示 遗 传 距 离 。The 


number on the branch indicates bootstrap values for 1 000 replicates. 





Scale bar represents genetic distance. 


头 部 、 MIRR UD. E. WFA, 采用 DNA 条 
形 码 技术 , 构建 了 实 蝇 类 害虫 幼体 和 成 虫 残 体 的 快 
速 分 子 检测 技术 体系 , 并 以 番 石 榴 实 晶 、 瓜 实 晶 、 
南亚 果实 蝇 、 柑 桔 大 实 蝇 的 幼体 和 成 虫 残 体 进行 应 
用 验证 。 数 据 库 比 对 结果 显示 , 待 测 样本 的 CO I 
序列 与 数据 库 中 已 知 靶 标 种 的 基因 序列 的 同 源 性 为 


实 蝇 的 序列 数目 有 限 (2 ~8 R), 代表 性 略 显 不 足 ， 
但 5 种 实 蝇 均 分 别 与 数据 库 中 的 划 标 种 聚 为 一 文 ， 
且 置 信和 度 均 为 100% ( E] 3) , 可 以 准确 鉴别 实 蝇 类 
害虫 的 幼体 和 成 虫 残 体 。 同 时 , 还 为 构建 拥有 自主 
知识 产权 的 DNA 条 形 码 序列 数据 库 莫 定 了 基础 。 
DNA 条 形 码 技术 不 受 虫 态 以 及 标本 完整 性 的 
限制 ，CO I 序列 一 经 获得 ， 即 可 在 NCBI 或 者 
BOLD 数据 库 中 进行 同 源 性 比 对 , 进而 快速 准确 地 
鉴定 物种 ,弥补 了 传统 形态 学 方法 鉴定 的 不 足 。 
2011 Æ, 实 蝇 类 害虫 DNA 条 形 码 鉴定 系统 初步 建 
L, 尽管 目前 尚未 公开 使 用 (Li et al., 2011) 。 然 
而 , DNA 条 形 码 技术 对 桔 小 实 晶 复合 种 中 个 别 种 的 
识别 不 甚 理想 , 如 本 人 研究 在 数据 库 比 对 时 发 现 , 桔 
小 实 蝇 与 同属 棱 小 实 蝇 复 合 种 的 木瓜 实 蝇 、 杨 桃 实 
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Wa. JEER KERERE, 达 99.23% ~ 99. 69906 ; 
RIE EE (2005) 的 研究 也 显示 ,村 小 实 蝇 、 木 瓜 实 
Na. JEEE I, vm c CO 工 基因 序列 (664 
bp, 位 于 CO I ÆA 3 端 , 与 本 研究 的 靶 标 序列 无 
HAKH) ARR, H 98. 6% ~ 99. 496 , Rb 
间 差 异 仅 为 0.6% ~ 1. 496 , RF DNA 条 形 码 有 效 
性 的 检验 标准 ， 即 种 间 差 异 应 大 于 2% (Hebert et 
L., 2003) 。 桔 小 实 蝇 复合 种 是 一 个 重要 的 实 蝇 类 
群 ( Hardy, 1969; Drew and Hancock, 1994; Clarke 


et al., 2005) ,其 中 的 所 有 种 类 均 为 我 国 进 境 植物 
检疫 性 有 害 生 物 , 尽管 DNA 条 形 码 技 术 对 该 复合 
种 中 的 村 小 实 蝇 、 木 瓜 实 蝇 、 非 律 宾 实 蝇 、 杨 桃 实 
W ERKE S 种 实 蝇 的 鉴别 不 其 理想 , 但 通过 
联合 应 用 PCR-RLFP 法 、SYBR Green 实时 荧光 定量 
PCR 技术 等 亦 可 有 效 地 区 分 部 分 复合 种 (Yu et al., 
2005; Chua et al., 2010) 。 如 Yu 等 (2005) 以 SYBR 
Green 实时 奖 光 定量 PCR. 技术 成 功 区 分 复合 种 中 的 
JEfEEE SCHRUNI PE AR.SC WR; Chua 等 (2010 ) 采用 基于 
CO 工 基因 的 PCR-RLEP 技术 成 功 地 区 分 了 杨桃 实 
w B. carambolae Drew & Hancock 和 木瓜 实 蝇 B. 


papayae Drew & Hancock; 进而 , [fT 3x ew 
的 有 效 识别 得 以 实现 。 
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